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(57) Abstract 

The invention concerns genetically altered mature T-cells with autoreactive receptors which cany in their genome at least one 
externally introduced gene which can express a (poly)peptide. The invention further concerns drugs containing such T-cells. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft genetisch ver&nderte reife T-Zellen mit autoreaktiven Rezeptoren, die in ihrem Genom mind es tens ein extern 
eingefUhrtes Gen tragen, das zur Expression eines (Poly)peptids fahig ist Die Erfindung betrifft femer Arzneimittel, die derartige T-Zellen 
enthalten. 
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Genetisch veranderte T-Zellen 



Die Erfindung betrifft genetisch veranderte reife T-Zellen 
mit autoreaktiven Rezeptoren, die in ihrem Genom mindestens 
ein extern eingefuhrtes Gen tragen, das zur Expression eines 
(Poly)peptids fShig ist. Die Erfindung betrifft ferner 
Arzneimittel, die derartige T-Zellen enthalten. 

Die moderne Medizin entwickelt sich immer weiter dahinge- 
hend, schwere operative Eingriffe zu vermeiden und klinisch 
gleichwertige oder gunstigere Ergebnisse durch andere, neue 
Verfahren zu erzielen, die den Patienten vor alien vom phy- 
sischen Trauma einer Operation befreien. 

Derartige neue Verfahren wurden in der Vergangenheit bei- 
spielsweise auf der Grundlage von Erkenntnissen der Moleku- 
larbiologie, insbesondere in Verbindung mit den Disziplinen 
Immunologie und Neurologie entwickelt. So ist z.B. versucht 
worden, Tumortherapien durch Applikation von gegen Tumoran- 
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tigene gerichteten Antikdrpern, gekoppelt an Toxine zu eta- 
blieren; vgl. Vallera, Blood 83 (1994), 309-317. Anderer- 
seits ist bei der Isolierung und Clonierung neurotropher 
Faktoren, wie BDNF, NGF oder NT-3 daran gedacht worden, sie 
zur Behandlung degenerativer Krankheiten des Nervensys terns 
einzusetzen (vgl. z.B. WO 91/03568). 

Vielen dieser Verfahren liegt die Idee zugrunde, einen Wirk- 
stoff so an den gewunschten Zielort zu transport ieren, dafi 
er nur dort seine Aktivitat entfaltet. Die praktische Um- 
setzung dieser Idee scheitert bisher in der Regel daran, daS 
die Wirkstoffe nicht oder nur zu einem bestimmten Prozent- 
satz tatsachlich ihren Zielort erreichen. Einige Gewebe, be- 
sonders das Gehirn und die peripheren Nerven, sind namlich 
durch eine dichte endotheliale Blut-Hirnschranke vom Blut- 
kreislauf abgetrennt. Ins Blut verabreichte makromolekulare 
Wirkstoffe erreichen sorait nur sehr schwer die 
"sequestrierten" Gewebe. Dadurch wird einerseits der ge- 
wunschte therapeutische Effekt der genannten Verfahren raog- 
licherweise nicht erreicht, andererseits kann es, wie im 
Falle der Inununtoxine, zu unerwiinschten Nebenwirkungen kom- 
men, wenn der Wirkstoff an einem anderen, als dem gewunsch- 
ten Zielort abgeladen wird. Wie im Stand der Technik bekannt 
ist, wird der Zugang fur im Stand der Technik bekannte Wirk- 
stoffe, wie z.B. Inununtoxine, durch die Bluthirnschranke 
verhindert . Ausnahmen fur medizinisch wirksame Substanzen, 
die diese Schranke iiberwinden konnten, bildeten bisher nur 
lipophile Substanzen bzw. uber spezifische Rezeptoren trans - 
portierte Substanzen (z.B. Transferrin). 

Der Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, ein Vehikel 
bereitzustellen, mit dem ein biologisch aktives Molekul an 
ein gewiinschtes Zielmolekul bzw. Zielgewebe transport iert 
werden kann und nur mit diesem interagiert. Die L6sung die- 
ser Aufgabe erfolgt durch die Bereitstellung einer T-Zelle 
mit den Merkmalen des Anspruchs 1. 
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Somit betrifft die Erfindung eine genetisch veranderte, 
reife T-Zelle mit den folgenden Eigenschaf ten: 

(a) ihr Rezeptor ist autoreaktiv; und 

(b) sie tragt in ihrem Genom mindestens ein extern einge- 
fuhrtes, in reifen T-Zellen normalerweise nicht expri- 
miertes Gen, das zur Expression eines (Poly) peptids fa- 
hig ist. 

Der Begriff "genetisch verandert" im Sinne dieser Anmeldung 
bedeutet, daS die T-Zelle oder ihr Vorlaufer mit molekular- 
biologischen Techniken verSndert worden ist. Geeignete mole- 
kularbiologische Techniken, wie Vektorkonstruktionen, Trans- 
formationen bzw. Trans fektionen oder (induzierbare) Ex- 
pressions sind beispielsweise in Sambrook et al., "Molecular 
Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 
(1989) beschrieben. 

Der Begriff "autoreaktiv" bedeutet, daS der T-Zell-Rezeptor 
ein Autoantigen, das durch ein MHC-Molekul einer geeigneten 
Zelle prasentiert wird, zu binden. 

Der Begriff "extern eingefuhrtes, in reifen T-Zellen norma- 
lerweise nicht exprimiertes Gen" bedeutet im Sinne dieser 
Erfindung, da£ das das (Poly)peptid codierende Gen, welches 
homologen oder heterologen Ursprungs sein kann, in reifen T- 
Zellen in vivo nicht exprimiert wird und die Expression erst 
durch die molekularbiologischen Manipulationen erreicht 
wird. Das extern eingefilhrte Gen kann beispielsweise unter 
der Kontrolle eigener Regulationselemente stehen. 
Erf indungsgemSS kdnnen in die T-Zellen ein oder mehrere die- 
ser Gene auf einem oder mehreren Vektoren gleichzeitig oder 
aufeinanderfolgend eingef<ihrt worden sein. 

Mit der erf indungsgem&Sen T-Zelle wird zum ersten Mai ein 
Vehikel bereitgestellt , das ein heterologes Protein direkt 
und spezifisch an eine Zielsequenz bzw. Zielort beispiels- 
weise im Nervensystem transportieren und dort abliefern 
kann. Diese Spezifit&t wird erreicht durch die SpezifitSt 
des T-Zell-Rezeptors, der ein durch ein MHC-Molekiil prasen- 
tiertes bestimmtes Autoantigen erkennt. Da bekannt ist, dafi 
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das Reaktivitatsmusters eines T-Zell-Rezeptors hochspezi- 
fisch ist, kommt es nicht zu Interaktionen des T-Zell-Rezep- 
tors und damit des zu transport ierenden Molekuls mit anderen 
unerwunschten Molekulen im Korper eines Patienten. 
Im Bereich des Nervensystems kommt eine weitere, fur den 
vorgeschlagenen Therapieweg nutzbare Eigenheit hinzu. Wah- 
rend die Zellen des gesunden Hirngewebes kaum MHC-Molekaie 
produzieren und somit auch nicht in der Lage sind, den T- 
Lymphozyten (Selbst-) Antigen erkennbar zu prasentieren, wer- 
den MHC-Antigene in einer Vielzahl pathologischer Verande- 
rungen induziert. Die betrifft in besonderem MaSe degenera- 
tive und entzvindliche Prozesse, in deren Gefolge Gliazellen 
des Nervengewebes die Fahigkeit erwerben, Antigene zu pra- 
sentieren. Als Beispiele sind, auSer den (Auto-) Immunent- 
zundungen Krankheiten, wie M. Parkinson oder Alzheimer, zu 
nennen. Wie gezeigt wurde, spuren die erf indungsgemaSen 
himreaktiven T-Lymphozyten vorzugsweise solche veranderte 
Hirnpartien auf, Gewebsareale, wo die therapeutischen Agen- 
tien besonders gebraucht werden. 

Damit wurde in der vorliegenden Erfindung die Fahigkeit ak- 
tivierter T-Zellen ausgenutzt, die Bluthimschranke zu 
durchdringen . 

In der medizinischen Praxis wird einem Patienten zur Her- 
stellung der erf indungsgemaSen T-Zelle ein Pool reifer T- 
Zellen nach ublichen Verfahren entnommen und so fort auf uni- 
forme Eigenschaf ten, insbesondere hinsichtlich der Rezeptor- 
spezifitat, hin selektioniert . Nach Vornahme der molekular- 
biologischen Manipulationen wird die erf indungsgemaSe T- 
Zelle iiblicherweise dem Patienten wieder appliziert, dem die 
T-Zellen ursprunglich entnommen worden waren, urn Histokompa- 
tibilitatsprobleme zu vermeiden. 

Mit dem erf indungsgemtSen System konnen neurotrophe Molekiile 
oder antiinflammatorische Faktoren beispielsweise an be- 
st immte Zielorte gebracht werden und dort zur Verhinderung 
schadlicher Nebenwirkungen eingesetzt werden. Dies kann bei- 
spielsweise dadurch erfolgen, daS die neurotrophen Faktoren 
auf eine Zielzelle einwirken und dort eine Kaskade gewunsch- 
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ter biochemischer oder metabolischer Ereignisse in Gang 
setzt. Ein Beispiel hierfur ist, daS bei Parkinson-Patienten 
die noch verbliebene Substantia nigra am Uberleben gehalten 
und so ein weiterer Zellverlust vermieden wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der erf indungsgemaSen 
T-Zelle wird das exprimierte (Poly)peptid auf der Oberflache 
exponiert oder sezerniert. 

Die Expression des (Poly) peptids auf der Oberflache erfolgt 
dann, wenn das (Poly)peptid eine Membranverankerungssequenz 
aufweist. Sofern das (Poly)peptid eine derartige Sequenz na- 
turlicherweise nicht enthalt, kann diese ohne Probleme nach 
ublichen Verfahren gentechnisch angefugt werden. 
Die Oberf lachenexpression des (Poly) peptids ist vor allern 
dann wunschenswert , wenn eine Interaktion lediglich mit der 
Zelle erfolgen soli, an die die T-Zelle uber ihren Rezeptor 
angedockt hat. 

Dagegen ist die Sezernierung des (Poly) peptids wunschens- 
wert, wenn dessen Wirkung nicht auf die angedockte Zelle 
selbst beschrSnkt bleiben soil, Beispiele fur sezernierte 
(Poly) peptide sind AntikSrper oder neurotrophe, immunmodu- 
lierende oder wachstumsregulierende Substanzen. 
Sofern diese (Poly) peptide natilrlicherweise keine fur den 
Export notwendigen Signalsequenzen aufweisen, kann der Fach- 
mann diese leicht auf gentechnologischem Wege anheften. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfin- 
dungsgemaSen T-Zelle hemmt oder aktiviert des exprimierte 
(Poly)peptid die Expression endogener Proteine, wobei die 
Hemmung oder Aktivierung zu einer Ver&nderung des Musters an 
der OberflSche exprimierter endogener (Poly) peptide oder se- 
zernierter Proteine/Peptide bewirkt. 

In dieser Ausfuhrungsform der Erfindung ubt das (Poly)peptid 
eine Triggerfunktion aus, urn das Expressionsmuster der Zelle 
zu verSndern. Durch diese Veranderung des Expressionsmusters 
wird wiederum ein gewunschter Effekt auf ein Zielmolekul 
oder eine Zielzelle ausgeObt, die beispielsweise uber die 
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Expression oder die Hemmung der Expression eines neurotro- 
phen, immunmodulierenden oder wachstumsregulierenden Mole- 
kuls oder eines Oberf lachenmolekuls erzielt wird. Ein Bei- 
spiel fur diese Ausfuhrungsf orm sind Immunmodulatoren, die 
im Gehim die Expression der MHC-Molekiile herunter regulie- 



ren. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der erfin- 
dungsgemaSen T-Zelle ist deren Rezeptor gegen ein Epitop des 
Nervensystems gerichtet . 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
ist das Epitop ein Epitop des zentralen Nervensystems. 
Als Beispiele sind Proteine zu nennen, welche speziell in 
bestimmten Hirnarealen bzw. definierten Zelltypen vorkommen. 
Dies ist der Fall fur Transmitter-spezif ische Enzyme 

(Tyrosin-Hydroxylase) , aber auch mdglicherweise fur das Pig- 
ment der Substantia nigra (Parkinson) oder bestimmte Trans - 
mitterrezeptoren. Ferner sind hier regional spezifische Re- 

zeptoren und Neuropeptide, z.B. Galanin, CGRP zu nennen. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm der 
Erfindung ist das Epitop ein Epitop des peripheren Nervensy- 
stems . 

Eine weitere besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung betrifft eine T-Zelle, deren Rezeptor gegen ein Epitop 
des Myelinproteins P2 oder gegen S100 gerichtet ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erf in- 
dungsgemaSen T-Zelle ist das Epitop ein Epitop eines zu- 
standsspezifischen Proteins. beispielsweise von Amyloid 
Precursor Protein (APP) , eines gewebespezif ischen Proteins, 
eines Rezeptorproteins, z.B. regionalspezif ische GABA-, 
Glutamat- oder Glycin-Rezeptoren, eines Cytoskelettproteins 
oder eines Transmittersyntheseenzyms , z.B. der Tyrosin-Hy- 
droxylase . 
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Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfindung be- 
trifft eine T-Zelle, wobei das exprimierte (Poly)peptid ein 
neurotropher Faktor ist. 

Unter dem Begriff "neurotropher Faktor" versteht man Media- 
toren, welche Uberleben, Wachstum und Dif f erenzierung neura- 
ler Zellen kontrollieren . Neurotrophine haben auch die Fa- 
higkeit, Neuronen gegen vielfaltige Schadigungen zu schutzen 
und beeintrachtigte Funktionen zu restituieren . 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der erfin- 
dungsgemaSen T-Zelle gehort der neurotrophe Faktor zur NGF- 
Genfamilie (Neurotrophine) und ist beispielsweise NGF # BDNF, 
NT-3, NT-4/5, NT-6 oder andere neurotrophe Faktoren, wie 
FGF, GDNF oder CNTF . Der Transport dieser neurotrophen Fak- 
toren, allein oder in Kombination, mittels erf indungsgema- 
Ser, gegen ein Epitop des Nervensys terns gerichteter autore- 
aktiver T-Zellen ermoglicht z.B. das Studium und die Anwen- 
dung von Therapiemoglichkeiten bei degenerativen, traumati- 
schen, metabolischen oder myelodegenerativen Erkrankungen 
des Nervensys terns, wie z.B. der Alzheimer-Krankheit , der 
Parkinson 1 schen Krankheit , Tumoren, Degenerationskrankhei- 
ten, Autoimmunkrankheiten, Infekten, metabolischen oder 
traumatischen Erkrankungen. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung be- 
trifft eine T-Zelle, die den CD4 + CD8~-Phanotyp aufweist. 
T-Helfer-Zellen werden vor allem dann als Vehikel zum Ein- 
satz kommen, wenn CD4 + T-Lymphozyten in zwei Subklassen vor- 
kommen (Thl und Th2), welche sich durch das Spektrum der 
produzierten Cytokine unterscheiden und somit auch unter- 
schiedliche Funktionen aufweisen. Thl Zellen produzieren ne- 
ben IL-2 besonders Interferon-gamma und Tumornekrosefaktor 
(-a und -S) . Th2-Zellen hingegen sind auf IL-4, IL-5 und IL- 
10 spezialisiert . Thl-Zellen waren hauptsachlich bei degene- 
rativen Prozessen, aber auch bei Tumoren einzusetzen (sie 
induzieren MHC-Antigene) , wahrend Th2-Zellen entzundungs- 
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dampfend wirken und bei Autoimmune rkrankungen (etwa MS etc.) 
hilfreich waren. 

Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsform der Erfindung be- 
trifft eine T-Zelle, die den CD4" CD8 + -Phanotyp aufweist. 
CD8 + -Lyhmphozyten sind 2umeist hoch effektive Killerlympho- 
zyten, die Ihr Einsatzgebiet im Bereich der Tumor-, aber 
auch der Virusabwehr finden konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsform der erfin- 
dungsgemaSen T-Zelle steht das extern eingefuhrte Gen unter 
der Kontrolle retroviraler Regulationselemente . 
Unter "retroviralen Regulationselementen" wird hier jedes 
Regulationselement zur Expression von Genen verstanden, das 
aus Retroviren isoliert worden ist oder von derartigen Ele- 
menten abgeleitet wurde. Beispiele fur derartige Regula- 
tionselemente sind retrovirale Promotore oder Enhancer. 
Die Verwendung retroviraler Regulationselemente hat vor al- 
lem den Vorteil, daS die unter ihrer Kontrolle stehenden 
Gene erst mit der Aktivierung der T-Zellen exprimiert wer- 
den. Mit anderen Worten, das (Poly)peptid wird erst dann ex- 
primiert, wenn die T-Zellen durch Interaktion des Rezeptors 
mit dem Antigen aktiviert werden. Dadurch wird eine gewe- 
bespezifische Expression und eine Steuerbarkeit der Expres- 
sion des (Poly)peptids durch die Aktivierung der T-Zelle am 
Zielort erreicht. Wie dem Fachmann bekannt ist, k6nnen die 
regulatorischen Elemente den jeweiligen Erfordernissen ange- 
pafct werden. 

Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsform der Erfindung be- 
trifft eine T-Zelle, in der das extern eingefuhrte Gen unter 
der Kontrolle eines induzierbaren Promotors steht. 
Auch die Verwendung eines induzierbaren Promotors hat den 
Vorteil, daS die Expression des (Poly)peptids in der T-Zelle 
steuerbar ist und damit gewebespezif isch erfolgen kann. In- 
duzierbare Promotoren sind im Stand der Technik weithin be- 
kannt. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsform der erfin- 
dungsgemaSen T-Zelle steht das extern eingefuhrte Gen unter 
der Kontrolle T-Zell-spezif ischer Regulationselemente . 
Hierbei konnte eine feiner abgestimmte Aktivierung des ex- 
tern eingefuhrten Gens (Transgens) erreicht werden, even- 
tuell auch eine langere (permanente) Expression des Trans- 
gens . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsform der erfin- 
dungsgemafien T-Zelle ist das extern eingefuhrte Gen rekom- 
binanter Bestandteile des Genoms eines lytischen/lysogenen 
T-Zell-spezif ischen Virus, welches die T-Zelle nach Anhef- 
tung des Rezeptors an das Zielepitop lysieren kann. 
Auch diese Ausf uhrungsform dient der definierten Freisetzung 
des (Poly)peptids an seinem Zielort. Die Funktion der Sezer- 
nierung aus der Zelle bei vorstehend diskutierten erfin- 
dungsgemSSen Ausf uhrungsf ormen wird durch die Apoptose der 
erf indungsgemaSen T-Lymphocyten verstarkt, welche durch das 
besondere Mikromilieu des Zielgewebes gefordert werden. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Arzneimittel , das eine er- 
f indungsgemaSe T-Zelle in Kombination mit einem pharmazeu- 
tisch vertraglichen Tr&ger enthSlt. 

Die Formulierung derartiger Arzneimittel ist dem entspre- 
chenden Fachmann bekannt . 

Die erf indungsgemSSen Arzneimittel kdnnen prinzipiell bei 
alien Krankheiten, deren Behandlung eine lokale Interaktion 
des (Poly)peptids oder einer Kombination von (Poly)peptiden 
mit einem oder mehreren Zielmolekulen aufweist, eingesetzt 
werden. Dabei ist denkbar, daS ein derartiges Arzneimittel 
eine oder mehrere unterschiedliche erf indungsgemSfie T-Zellen 
enthSlt, die wiederum eines oder mehrere der extern einge- 
fuhrten (Poly) peptide exprimieren. Die erf indungsgemSSen 
Arzneimittel sind geeignet beispielsweise zur Behandlung de- 
generativer oder inf lammatorischer Erkrankungen . 
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SchlieSlich betrifft die Erfindung die Verwendung einer er- 
findungsgemaSen T-Zelle zur Behandlung degenerativer Erkran- 
kungen wie ALS (amyotrophe Lateralsklerose) , Alzheimer- 
Krankheit, Parkinson' scher-Krankheit, Multipler Sclerose, 
von Traumata, Inf ektionen, Autoimmunkrankheiten, Immunsup- 
pressionen, vaskulare Insulte, Tumoren, oder akuter Odeme. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1 A: retrovirales NGF-Konstrukt , das zur Transduktion 
von R4-Lymphocyten verwendet worden ist; 
B: NGF-Produktion durch R4-T-Zellen nach retroviraler 
Transdukt ion ; 

C: NGF -Express ion in EAN (Experimentelle Autoimmun- 
Neuritis) in Filtraten durch transduzierte T-Lym- 
phocyten (in situ-Hybridisierung) . Die Tiere wur- 
den 14 Tage nach der Injektion von 2,5 x 10 6 NGF- 
transduzierten (oberes und unteres Schaubild) oder 
Wildtyp-R4-Lymphocyten (raittleres Schaubild) in 
die Schwanzvene von Ether-anasthesierten ausge- 
wachsenen Lewis-Ratten geopfert; 
Fig. 2 Klinische Ergebnisse und Gewichtsanderungen in 
Ratten, in denen EAN induziert worden ist. Die 
Tiere wurden tSglich auf klinische Krankheits- 
syraptome (Fig. 2 A) und Gewichtsanderung (Fig. 2 
B) untersucht; 

Fig. 3 Histopathologische Veranderungen des Ischianervs 
nach Injektion von Wildtyp (a), scheintransduzier- 
ten (b) oder NGF-transduzierten R4-Lymphocyten 
(c) . 

Linke Reihe: Toluidin-Blaufarbung von Seraidunn- 
Schnitten . 

Rechte Reihe: elektronenraikroskopische Aufnahme. 
Fig. 4 Zellulare Zusanvmensetzung von EAN-Inf iltraten, die 
durch NGF- transduzierte oder Kontroll-T-Zellinien 
in Gegenwart oder Abwesenheit von exogenem NGF 
verursacht wurden: 
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Immunhistochemische Farbung von W3/13-positiven T- 
Lymphocyten (linke Reihe) oder EDl-positiven Ma- 
krophagen (rechte Reihe) im Ischiasnerv, positive 
Zellen. Positive Zellen sind Zellen, die den Anti- 
korper binden, also das Marker- Antigen auf der 
Oberflache exprimieren . 

Behandlungsgruppen : a, nur Wildtyp-R4 -Zel- b, 
NGF-transduzierte R4-Zellen, c) und d) Wile yp-R4- 
Zellen in Kombination mit der Verabreichung von 
entweder BSA (c) oder NGF-Protein (d) , e, Vertei- 
lung von ET1- und W3-13 posit iven Zellen is a) 
bis d) als Balkengraphik gezeigt, einschlieSlich 
der Werte fur Empfanger von scheintransduzierten 
R4 -Zellen (Immuncytochemie nicht dargestellt) . 
♦Statistische Signif ikanszwurde durch den Student 
t-Test untersucht p <0, 00001. 

Die Beispiele erl§utern die Erfindung. 

Beispiel 1 

Transduktion von P2-spezif ischen, MHC-Klasse II-restringier- 
ten CD4 + -T-Lyinphocyten 

Die neuritogene, P2 -Protein- spezifische T-Zellinie R4 wurde 
als zellulSres Vehikel von NGF in das periphere Nervensystem 
verwendet. R4-Lymphcyten induzieren eine demyelierende Au- 
toimmunentzundung (EAN) , die lediglich auf das periphere 
Nervensystem (PUS) beschrSnkt ist (Linington et al., J. 
Immunol. 133 (1984), 1946-1950). Die Lasion ist durch eine 
starke Infiltration mononuclearer Zellen, gefolgt von einer 
weitgehenden Zerstorung der Myelinscheide gekennzeichnet 
(Izumo, S. et al., Lab. Invest. 53 (1985), 209-218). Der 
zeitliche Verlauf und das Ausmafi der pathogenen Reaktionen 
sind in hohem MaSe vorhersehbar . Die klinischen Manifesta- 
tionen dieser Krankheit entwickeln sich sehr schnell vier 
Tage nach der Induktion der T- Zellen und sind durch eine 
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drastische Herabsetzung der Nervenleitung innerhalb weniger 
Stunden gekennzeichnet (Heiniger, K. et al . , Ann. Neurol. 19 
(1986) , 44-49) . 

Fur den Transport von NGF an das Zielmolekul wurden R4-Lym- 
phocyten mit einem replikationsdef izienten, ecotrophischen 
rekombinanten Retrovirus transduziert , das die cDNA von 
Maus-NGF codiert (Fig. la) . Zur Konstruktion dieses Vektors 
wurde zunachst ein 882 bp Sphl/Pst I -Fragment der Maus-NGF- 
cDNA (J. Scott et al., Nature 302 (1983), 538-540) unter die 
Kontrolle des viralen Promotors im 5'-LTR des 5,8 kb-Vektors 
pLXSN (D. Miller et al., Bio Technique 7, (1989) 980-990) 
gestellt. Funktioneller SpleiSdonor (SD-) und SpleiSakzeptor 
(SA-Stellen) befinden sich stromaufwarts der NGF-cDNA. Ein 
interner SV40-Promotor kontrolliert die Expression des G418- 
Resistenzgens (neo) , wahrend die Polyadenylierung (pA) in- 
nerhalb des 3'-LTR vonstatten geht. Die Initiation der 
Transkription ist durch Pfeile dargestellt. Mit dem so er- 
haltenen Konstrukt wurde die GP+E-86-Verpackungszellinie (D. 
Markowitz et al., J. Virol. 62 (1988) S. 1120-1124) durch 
Calciumphosphat-Coprazipitation transf iziert . Der Retrovirus 
enthaltende Uberstand wurde nach 48 Stunden gesammelt und 
zur Infektion einer mit Tunicamycin (100 ng/ml 16 Stunden) 
behandelten GP+E-86-Kultur verwendet. Einzelne G418 (1 
mg/ml) resistente Clone wurden nach 12 Tagen subcloniert und 
auf die Produktion von infektiosen retroviralen Partikeln 
getestet, wobei die Anzahl der G4l8-resistenten NIH 3T3-Fi- 
broblasten bestimmt wurde. Die Titer der einzelnen Ver- 
packungsclone befanden sich im Bereich von 2 bis 6 x 10 
Plaque -bildenden Einheiten (pfu) pro ml. 

R4-Lymphocyten wurden in Gegenwart von nativem Rindermyelin- 
P2-Protein (20 ttq/ml) und von Thymuszellen (lxl0 6 -Zellen/ml 
bei 2000 R bestrahlt) als Quelle Antigen-prasentierender 
Zellen 48 Stunden lang aktiviert. Diese stimulierten Lympho- 
blasten wurden durch Ubernacht-Behandlung mit RPMI 1640 ent- 
haltend 5 % fdtales Kalberserum, 15 % T-Zell-Wuchsf aktor 
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(Uberstand von ConA-aktivierten Mausmilzzellen) supplement 
tiert mit 80 % Retrovirus (6x 10 6 pfu/ml) und 8 /xg/ml Poly- 
pren transdu2iert . Virus enthaltender Uberstand wurde durch 
wiederholtes Waschen entfernt und transduzierte R4-Lymphocy- 
ten wurden RPMI 1640 -Medium resuspendiert und in einer 5 % 
CO2 enthaltenden Atmosphare bei 37°C gezuchtet. Konditio- 
nierte Medien von jeweils 10 6 Wildtyp (R4)-, NGF- Retrovirus 
transduzierten (R4NGF) - oder scheintransf izierten 

(Retrovirus, das nicht NGF codiert; R4mock) R4-Lymphocyten 
wurde auf NGF-Konzentration (pg/ml) 12 Stunden nach der 
Transfektion durch einen zwei Bindungsstellen testenden 
Immuntest (S. Korsching et al . , Proc Natl. Acad. Sci. USA 80 
(1983) 3513-3516) getestet. Das Ergebnis dieses Versuches 
zeigt, dafi Wildtyp R4-Zellen und R4-Zellen, die scheintrans- 
fiziert wurden, keine nachweisbaren Mengen an NGF produzier- 
ten. Dagegen schieden mit dem NGF-Retrovirus transduzierte 
R4-Lymphocyten mehr als 2000 pg/ml NGF in das Kulturmedium 
ab (Fig. lb) . Die NGF-Produktion durch R4-Zellen ist derje- 
nigen von genetisch veranderten Ratten-Fibroblasten ver- 
gleichbar, die durch Ubertragung in das zentrale Nervensy- 
stem verwendet wurden, urn NGF zur Behandlung von experimen- 
tell erzeugten neurodegenerativen Krankheiten bereitzustel- 
len (M.D* Kawaja et al., J. Neurosci. 12 (1992) , 2849-2864). 
Die Transduktion an sich Snderte weder die Antigenspezif itat 
noch die proliferative Aktivitit der R4-Zellen; das Thl-ahn- 
liche Sekretionsmuster an Cytokinen mit einer starken Pro- 
duktion von 11-2 und Interferon -7 blieb ebenso unverandert 
(Ergebnisse nicht dargestellt) . 

Beispiel 2 

In vivo-Migration von mit dem NGF -Gen transduzierten neuri- 
togenen T-Zellen 

Die transduzierten R4-Lymphocyten inf iltrierten das peri- 
phere Nervensystem in gleichem Umfang wie Wildtyp- oder 
scheintransf izierte R4-Zellen (Fig. 4) . 14 Tage nach der in- 
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travenosen Injektion von NGF-transduzierten R4-Zellen konnte 
durch in situ-Hybridisierung (Fig. lc) gezeigt werden, daS 
diese genetisch veranderten Lymphocyten NGF-mRNA im periphe- 
rem Nervensystern in vivo noch stark exprimieren. Fur die In- 
jektion wurden 2 , 5xl0 6 -stimulierte Wildtyp (R4), NGF-trans- 
duzierte (R4NGF) oder scheintransf izierte (R4mock) -R4- Lym- 
phocyten in die Schwanzvene Ether-anasthesierter Lewis -Rat- 
ten in einem Gesamtvolumen von 1 ml am Tag 0 injiziert. Kli- 
nische Symptome wurden nach der folgenden Einstufung aufge- 
zeichnet: 1 : ' Teilverlust des Schwanztonus ; 2: vollstandiger 
Verlust des Schwanztonus; 3: Paraparese der Hinterbeine; 4: 
Paralyse der Hinterbeine; 5: Paraparese der Vorderbeine. 
Alle Werte sind hier als Mittelwerte jeder Gruppe (n = 3) 
gegeben, wobei Standardabweichungen zwischen Tag 0 und Tag 9 
eingeschlossen ist. 

Die Tiere wurden 14 Tage nach der Injektion von 2,5xl0 6 R3- 
T- Lymphocyten geopfert und mit 4 % Paraf ormaldehyd enthal- 
tend 0,5 % Glutardialdehyd in 0,1 M phosphat-gepuf f erter 
Kochsalzlosung perfundiert, mit demselben Fixierungsmittel 
uber Nacht bei 4°C immersionsf ixiert und anschliefiend in 
Epon nach ublichen Verfahren eingebettet. Es wurden 1 fim Se- 
mithinschnitte hergestellt und mit 0,1 % Toluidinblau ge- 
farbt, urn das AusmaS der Demyelinierung abzuschatzen; die 
MaSeinheit betragt hier 2,5 fim. Ultradiinne Schnitte wurden 
hergestellt und fur die Elektronenmikroskopie aufbereitet, 
wie von J.Gehrmann et al . Lab. Invest. 67 (1992) 100-113 be- 
schrieben; eine Einheit auf der Skala betragt 1 fim. 

Rinderserumalbumin oder NGF wurden Ether-anasthesierten 
Lewis -Ratten durch Implantation eines Schwammgelkissens 
(Spongostan) verabreicht, das entweder 125 fig NGF (2,5 S) 
oder 250 M9 BSA (Sigma, Cohn-Fraktion V) in 50 /xl 0» 9 % Na " 
triumchlorid enthielt. Die Verabreichung erfolgte in der 
Nahe des linken oder des rechten Ischiasnerves in der sub- 
glutealen Region derselben Ratte 24 Stunden vor der Injek- 
tion von 2,5x 10 6 Wildtyp-R4-Zellen. EDI- und W13-positive 
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Zellen wurden aus funf Bereichen jedes PrSparats (n=3) ge- 
zahlt und die Werte als Mittelwerte einschlieSlich der Stan- 
da rdabweichung in Zellen pro nun 2 gegeben. 

Fur die in situ-Hybridisierungen wurden Cryostatschnitte (10 
fim) der Ischiasnerv-Praparationen (der Lange nach geschnit- 
ten) unter stringenten Bedingungen entweder mit einzelstran- 
gigen s 3 5-markierten Antisense (oberes und mittleres Schau- 
bild) oder sinnorientierter (unteres Schaubild) NGF-spezifi- 
scher cDNA-Sonden hybridisiert , die durch reverse Transkrip- 
tion aus sinn- oder antisense-NGF-cRNA nach ublichen Verfah- 
ren (E. Castren et al . , Proc. Natl. Acad, Sci. USA 89 (1992) 
9444-9448) hergestellt worden waren. 

Beispiel 3 

Antiinf lannnatorische Wirkung von lokal f reigeoetztem NGF 

Die durch NGF-transf izierte R4 -Zellen verursachten morpholo- 
gischen Anderungen unterschieden sich deutlich von typischer 
EAN, die durch nicht- oder scheintransf izierte R4 -Zellen 
herbeigefuhrt wurde (Fig. 3). Die Demyelinierung der 
Ischiasnerv-Axone wc.r 14 Tage nach dem Transfer von NGF-syn- 
thetisierenden R4-Lymphocyten drastisch reduziert (Fig. 3c) 
wohingegen die mit dem Wildtyp (Fig. 3a) oder mit den 
scheintransf izierten R4 -Zellen (Fig. 3b) behandelten Tiere 
die typischen Veranderungen der peripheren Myelinscheiden 
aufwiesen. Die immuncytochemischen Farbungen mit dem T-Lym- 
phocyten-Marker W3/13 zeigten keine signif ikanten Unter- 
schiede zwischen der Anzahl von Wildtyp- oder von genetisch 
veranderten R4-Lymphocyten / die den Ischiasnerv infiltrier- 
ten (Fig. 4e) . Im auffallenden Gegensatz zu den klassischen 
EAN-Lasionen wurden jedoch nach Transfer mit NGF-sezernie- 
renden R4- Zellen ausgesprochen wenige Makrophagen nachgewie- 
sen, wobei als Nachweissystem der lysosomale Marker EDI 
diente (Fig. 4e) . 
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Die veranderte Pathogenitat genetisch modif izierter NGF-pro- 
duzierender T-Zellen kann theoretisch zwei Grunde haben: 

(a) Die genetische Modif ikation an sich konnte das pathogene 
Eigenpotential der neuritogenen T-Zellen verminderr ha- 
ben, oder 

(b) das durch die genetisch veranderten T-Zellen syntheti- 
sierte NGF konnte die starke Verminderung der Demyeli- 
nierung bewirkt haben. 

Sofern lokal freigesetzte NGF fur die verminderte Pathogeni- 
tat verantwortlich ist, sollte exogen verabreichtes NGF 
einen ahnlichen Effekt auf die Makrophagenaktivierung haben. 
Tatsachlich zeigte die ortliche Verabreichung von NGF- Pro- 
tein durch Implantation eines Schwammgelkissens in vivo die- 
selbe Verminderung an Makrophageninvasion wie die NGF-produ- 
zierenden R4-Zellen (Fig. 4d) . Die Implantation eines BSA 
enthaltenden Schwammgelkissens auf der contralateralen Seite 
(Fig. 4c) hatte hingegen keinen EinfluS auf die typische Ma- 
krophagenrekrutierung bei durch den Transfer von Wildtyp R4- 
Zellen induzierter EAN. Die Anzahl von W3/13 positiven Zel- 
len auf den unterschiedlich behandelten Seiten der Ratten 
waren die gleichen (Fig. 4c, d) . 
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Patentanspruche 

Genetisch veranderte, reife T-Zelle mit den folgenden 
Eigenschaf ten : 

(a) ihr Rezeptor ist autoreaktiv; un.i 

(b) sie tragt in ihrem Genom mindestens ein extern ein- 
gefuhrtes, in reifen T-Zellen normalerweise nicht 
exprimiertes Gen, das zur Expression eines 
(Poly) pept ids fahig ist. 

T-Zelle nach Anspruch 1, wobei das exprimierte 
(Poly)peptid auf der Oberflache exponiert oder sezer- 
niert wird. 

T-Zelle nach Anspruch 1, wobei das exprimierte 
(Poly) pept id die Expression endogener Proteine hemtnt 
oder aktiviert, wobei die Hemmung oder Aktivierung zu 
einer Veranderung des Musters an der Oberflache expri- 
mierter endogener (Poly) peptide oder sezernierter 
(Poly) peptide bewirkt. 

T-Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei der Re- 
zeptor gegen ein Epitop des Nervensystems gerichtet ist. 

T-Zelle nach Anspruch 4, wobei das Epitop ein Epitop des 
zentralen Nervensystems ist. 

T-Zelle nach Anspruch 4, wobei das Epitop ein Epitop des 
peripheren Nervensystems ist. 

T-Zelle nach Anspruch 6, wobei das Epitop ein Epitop des 
Myelinproteins P2 oder S100 ist. 

T-Zelle nach einem der Ansprxiche 1 bis 4, wobei das 
Epitop ein Epitop eines zustandsspezif ischen Proteins, 
APP, eines gewebespezif schen Proteins, eines Rezeptor- 
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proteins, eines Cytoskelettproteins Oder der Tyrosin-Hy- 
droxylase ist. 

9. T-Zelle nach einem der Anspruche 1, 2 und 4 bis 7, wobei 
das exprimierte (Poly) peptid ein neutropher Faktor ist. 

10. T-Zelle nach Anspruch 8, wobei der neurotrophe Faktor 
NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5 und NT-6 ist. 

11. T-Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 10, die den CD4 + 
CD8~-Phanotyp auf weist . 

12. T-Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 10, die den CD4 " 
CD8 + -Phanotyp aufweist. 

13. T-Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei das ex- 
tern eingefuhrte Gen unter der Kontrolle retroviraler 
Regulationselemente steht. 

14. T-Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei das ex- 
tern eingefuhrte Gen unter der Kontrolle eines induzier- 
baren Promotors steht. 

15. T-Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei das ex- 
tern eingefuhrte Gen unter der Kontrolle T-Zell-spezif i- 
scher Regulationselemente steht. 

16. T-Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei das ex- 
tern eingefiihrte Gen rekombinanter Bestandteil des Ge- 
noms eines lytischen/lysogenen T-Zell-spezif ischen Virus 
ist, welches die T-Zelle nach Anheftung des Rezeptors an 
das Zielepitop lysieren kann. 

17. Arzneimittel, enthaltend eine T-Zelle nach einem der An- 
spruche 1 bis 16 in Kombination mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Tr&ger. 
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. Verwendung einer T-Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 
17 zur Behandlung degenerativer Erkrankungen , Lasionen, 
Traumata, Infektionen, Autoimmunkrankheiten, Immun- 
suppressionen, Tumoren, ALS, vaskularer Insulte, Alzhei- 
mer -Krankheit, Parkinson' scher Krankheit, Multipler 
Sklerose oder akuter Odeme. 
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Bczci chnung der VcroffcnUichung, sow at erf order Uch unier Angabc der in Bctracht kommenden Talc 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


JOURNAL OF CELLULAR 


1-15,17, 




BIOCHEMISTRY, SUPPLEMENT 17E, 


18 




- 1993 






Seite 215 






KRAMER ET AL 'SELF-SPECIFIC T LYMPHOCYTE 






LINES AS VEHICLES FOR GENE THERAPY :MYELIN 






SPECIFIC T CELLS CARRYING EXOGENOUS NERVE 






GROWTH FACTOR GENE' 






siehe Zusamroen fas sung 




X 


W0.A.91 05037 (HABERMAN ALLAN B) 18. April 


1-3,8, 




1991 


11-15, 






17,18 




siehe Seite 8, Zeile 7 - Seite 12, Zeile 






21 






siehe Seite 62, Zeile 14 - Seite 67, Zeile 
7 
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Weiterc Verdffentlichungcn and der Fortsetzung von Fcld C zu 
cntnehmen 



0 



Siehe Anhang PatcntfanuUc 



* Bcsondcre Katcgonen von angegebenen Veroffentiichungen 

"A* Verdttenthchunf, die den aUgemonen Stand der Tcchmk defimert, 
aber rucht ah besondcrs bedeutsam anzusehen ist 

*E* xl teres Dokument, das }edoch erst am oder hach dcm intemaaonaJen 
Anmetdcdatum vcroffentlicht wordcn ist 

*L" Veroffentttchung, die geagnct at, anen PnonUtsanspruch zwcifelhaft er- 
schoncn zu listen, oder durch die das Vcroffmdichungsdatum oner 
andercn im Recherchcnbcncht genaxmten Veroflctituchung beiegl werden 
soU oder die aus einem andercn besondercn Grand angegeben ist (wie 
ausgcfuhrt) 

*0* VeroiTendichung, die stch auf one mundltcbe Offenbarung. 

one Bcnutzung, cine Ausstdlung oder anderc Maflnahmen bezxeht 
"P* Verdflendichung, die vor don intemanonalen Anmcldcdatum, aber nach 



T Spaterc Vcroffentlichung, die nach dcm intcrnationalcn Anmddedatum 
oder dcm Pnontitsdatum veroffentticht wordcn in und mil der 
Anmddung rucht kolluucrt, sondern nur zumVcrstandros des der 
Erfindung zugrundchegenden Pnnaps oder der ihr zugnmddicgendcn 
Theonc angegeben ist 

"X" Vcroffentlichung von besondcrer Bedeutung; die bcanspruchte Erfindung 
kann aJlon auimmd dicser VerofTenttichung rucht als neu Oder auf 
crundenscher TaUgkat beruhend betnehtet werden 

"Y* Vcroffentlichung von besondcrer Bedeutung; die bcanspruchte Erfindung 
kann rucht als auf crfindcrtschcr TiOgkat beruhend betnehtet 
werden, won die Vcroffentlichung nut oner Oder mchrcrcn andercn 
Vcroffcnltichungcn dicser Katezonc tn Vcrtnndunf gebradit wtrd und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahdtcgend ist 

'&* Vcroffentlichung, die Mitglied d end ben Patentfairalic ist 



Datum des Abschlusxcs der internattonalen Recherche 

20.Dezember 1995 


Abscndcdatum des intcmanonalen Rechcrchenbenchts 

1 6. Ot 96 


Name und Posunschnfl der Internationale Rcchcrchenbehdrdc 
Europaischcs Patcntamt, P.B. SMS Patcntlaan 2 
NL - 22SO HV Riiswtik 
TcL(^ 31-70) 340-2040. Tx. j| 651 cpo nl. 
Fax ( + 31-70) 340-3016 


BcvoHnuchagur Bcdicmtelcr 

Sitch, W 
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C^Fomttzung) ALS WESESTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



ttitegortc' 



Bexachnung der Veroffenilichun*. sowoi crfordo+ch unier An«*be der m Betracht kommenden Tale 



Bctr. Aropnich Nr. 



WO, A, 92 05794 (IMMUNEX CORP) 16. April 1992 



siehe Seite 3, Zeile 20 - Seite 4, Zeile 8 
siehe Seite 6, Zeile 35 - Seite 20, Zeile 
30 

BLOOD, 

Bd. 83, Nr. 7, 1. April 1994 

Seiten 1988-1997, 

MAVILIO ET AL 'PERIPHERAL BLOOD 

LYMPHOCYTES AS TARGET CELLS OF RETROVIRAL 

VECTOR-MEDIATED GENE TRANSFER' 

siehe das ganze Dokument 



I- 3,8, 

II- 15, 
17,18 



I- 3,8, 

II- 15, 
17,18 



FormkUn PCT/UA/J10 (Fortntraat «o* Baa % tf«U IM) 
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. I — 

FeJd 1 Bcncftoagca tu den Aaspruchcn, die sich ais mdrt rcdicrchacrbar crwicscn habca (Foftsetzung ^ P*mkt 1 auf BUtt I) 



GemaB ArtikeJ 17(2)a) wurde aus foigcnden Grunden ftir bestimmtc Anspruche kcin Recherchenbcricht ersteUt: 



1. X Anspruchc Nr. 18 

weil Stc ttcb auf Gegensunde bc zi chcn, ru deren Recherche die Behbrde nicht verpfUchiet isu namiich 

Beraerkung: Obwohl der Anspruch 18 s1ch auf e1n Verfahren zur Behandlung 
des mensch11chen/t1erischen Kbrpers bezleht, wurde die Recherche durch- 
gefuhrt und grundete s1ch auf die angefuhrten Wlrkungen der Verblndung/ 
Zusammensetzung. 

2. rj Anspruchc Nr. 

wcu sic sich auf Teile der internauonalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfordcrungcn so wenig entsprechen. 
dafi cine smnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werdtn kann, namheh 



3. II Anspruchc Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruch e handett, die nicht cntsprcchend S&u 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgcfaflt find. 



FeJd II B enter kungen bei mangetndcr Einhcttlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt I) 



Die Internationale Rcchcrchenbehorde hai festgestellt, daO dicsc intcrnauantJe Anmeidung mehrcrc Erftndungcn cnthalt 



1. | | Oa der Anmclder alle erforderlichcn zusatzlichcn Rc cherchen gebuhrcn rcchtzciug cntrichtet hat, entrcckt sich dicser 

imemauonaie Recherchenbcricht auf alle rccherchicrbaren Anspruchc der imernauonalen Anmeidung. 

2. I Da fur alle r c ch er ch icrbaren Anspruchc die Recherche ohne onen Arbcitsaufwand durchcefiihrt werden konnte. der etne 
^""^ zusaulsche Recherchengebuhr gerechtferugt haue, hai die Inter nauonaie Rcchcrcnenbchorde nicht zur Zahlung einer solchen 

Gcbuhr auf gefordert 

3. | | Da der Anmclder nur cinige der erforderlichcn zusatzlichcn Rccherchengebuhrcn rcchtzciug entrtchiet hat, crstreckl sich dieser 
— tnteraauonaJe Recherchenbcricht nur auf die Anspruchc der inter nauonaien Anmeidung, fur die Gebuhren entnchtci worden 

find, namiich auf die Anspruchc Nr. 



4. i I Der Anmclder hai die erforderlichcn zusatzlichcn Recherchengebuhr en nicht rcchtzeitig emrichtel Der miemationaie Rechcr- 
U - J chenbencht beschrankt stth dahcr auf die m den Anspr uchen zuerst erwahnte Erfindung; diese at in folgencen Anspruchen er- 
faflL 



\ | Die zusatzlichcn GebUhrcn wurden vom Anmclder unter Widerspruch gezahlL 
j^J Dm Zahlung zuxaubchcr GebUhrcn erfolgte ohne Widerspruch. 
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